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論文内容の要旨
脳の高次機能は神経細胞のネットワーク活動によって担われている。神経回路網は神経活動に依存して形成され、
成熟するにつれて神経回路網の編成能(神経回路の可塑性)は失われていくと考えられている。しかし、成熟した神
経回路網では再編は起こらないのだろうか。本研究は成熟した神経回路網再編の可能性とその分子メカニズ、ムの解明
を目的とした。
最初に、海馬(胎生 18 日目)神経細胞の回路の成熟過程について検討した。成熟に伴って減少することが知られ
ているグルタミン酸受容体 (NR2B を含む NMDA型グルタミン酸受容体: NR2B-NMDAR) の細胞膜発現、ネット
ワーク活動に依存した自発発火の頻度、神経細胞数は、培養日数に伴って減少し、 16 日目以降安定した状態に達して
いた。これらの指標から、培養 16 日目以降の神経回路網は安定状態、すなわち、成熟した状態であるとみなした。
次に、神経活動阻害が成熟した神経回路網へ及ぼす影響を解析した。同時二細胞ホールセル記録法により二神経細胞
間のシナプス結合を解析した結果、興奮性シナプス結合している神経細胞ベアが増加していた。このことは、神経活
動抑制によって神経回路網の再編が起こることを示唆している。次に、再編の分子メカニズムを明らかにするために
受容体発現とシナプス機能へ及ぼす影響を解析した。その結果、この時期には減少している NR2B-NMDAR の細胞
膜での発現が特異的に上昇していることを見出した。さらには、微小興奮性シナプス後電流 (mEPSC) の解析から、
増加した NR2B-NMDAR の大部分は、 AMPA 型グルタミン酸受容体 (AMPAR) を含む機能的シナプスではなく、
サイレントシナプスで機能していることを明らかにした。次に、この受容体の特異的発現上昇がシナプス可塑性に及
ぼす影響について検討した。一過的な神経活動上昇を誘導することにより、 AMPAR 成分を含む mEPSC の頻度が上
昇することが明らかになった。このときの受容体の局在を免疫化学的手法により確認したところ、 AMPAR を構成す
るサブユニットである GluR1 とシナプス部位にある NR2B との共局在性が増加していることが明らかになった。こ
れらのことは、神経活動抑制によりサイレントシナプスが増加し、一過的活動上昇により機能的シナプスへ変換され、
神経回路網再編が起こることを示唆している。
以上のことは、成熟した神経回路網における神経活動阻害が神経細胞間の新たなシナプス形成を促し、神経回路網
の'恒常的な調節を行っていることを示唆しており、新しい調節機構の存在を示している。
???
論文審査の結果の要旨
脳の高次機能は神経細胞のネットワーク活動によって担われている。神経回路網は神経活動に依存して形成され、
成熟するにつれて神経回路網の編成能(神経団路の可塑性)は失われていくと考えられている。しかし、成熟した神
経回路網で再編が起こるか起こらないのかは明らかになっていない。本研究は成熟した神経回路網再編の可能性を明
確にしその分子メカニズムの解明を目的とした。
最初に、海馬(胎生 18 日目)神経細胞の回路の成熟過程について検討を行った。成熟に伴って減少することが知
られているグルタミン酸受容体 (NR2B を含む NMDA グルタミン酸受容体:NR2B-NMDAR) の細胞膜での発現と、
ネットワーク活動に依存した自発発火の頻度について調べた。神経細胞数は、培養日数に伴って減少し、 16 日目以降
安定した状態に達していた。これらの指標から、培養 16 日目以降の神経回路網は安定状態、すなわち、成熟した状
態であるとみなせることができた。次に、神経活動阻害が成熟した神経回路網へ及ぼす影響を解析した。二細胞ホー
ルセル同時記録法により二つの神経細胞聞のシナプス結合を解析した結果、興奮性シナプス結合している神経細胞ペ
アが増加していた。このことは、神経活動抑制によって神経回路網の再編が起こることを示唆していることが明らか
となった。
次に、再編の分子メカニズムを明らかにするために受容体発現とシナプス機能へ及ぼす影響を解析した。その結果、
培養 16 日目以降には減少している NR2B-NMDAR の細胞膜での発現が特異的に上昇していることを見出した。また、
微小興奮性シナプス後電流 (mEPSC) の解析から、増加した NR2B-NMDAR の大郡分は、 AMPA 型グルタミン酸
受容体 (AMPAR) を含む機能的シナプスではなく、サイレントシナプスで機能していることが明らかとなった。さメ
らに、この受容体の特異的発現上昇がシナプス可塑性に及ぼす影響について検討した。一過的な神経活動上昇を誘導
させることにより、 AMPAR成分を含む mEPSC の頻度が上昇することが示された。このときの受容体の局在を免疫
化学的手法で調べたところ、 AMPAR を構成するサフ、ユニットである GluR1 とシナプス部位にあたる NR2B との共
局在性が増加していることが明らかとなった。これらのことは、神経活動抑制によりサイレントシナプスが増加し、
一時的活動上昇により機能的シナプスへ変換され、神経団路網の再編が起こることを示すもので、あった。
以上のように、本論文は成熟した神経回路網における神経活動阻害が神経細胞間の新たなシナプス形成を促し、神
経回路網のJ恒常的な調節を行っていることを明らかにし、神経団路網再編に新しい調節機構の存在を示唆するもので、
博士(理学)の学位論文として十分価値のあるものと認定した。
ワ血???
